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RESUMO  
 
O estabelecimento da idade dos indivíduos é fundamental na área da Medicina 
Legal e Ciências Forenses, uma vez que contribui para o seu processo de identificação. 
O envelhecimento da população humana é um processo complexo que ocorre 
gradualmente, diferindo de indivíduo para indivíduo. O indicador mais comum na 
avaliação do processo de envelhecimento é a idade cronológica, que indica o tempo de 
vida que o indivíduo possui contado a partir do seu nascimento. Porém, a determinação 
da idade cronológica pode não ser suficiente nas várias áreas da Medicina Legal. Sendo 
assim, a determinação da idade biológica pode ser um complemento útil à idade 
cronológica, já que indivíduos com a mesma idade podem apresentar diferentes níveis 
de disfunções e vulnerabilidades à medida que vão envelhecendo e por isso, apresentar 
idades biológicas diferentes. Uma das principais estruturas biológicas envolvidas neste 
processo são os telómeros. Ao seu encurtamento contínuo durante a divisão celular é 
atribuída grande responsabilidade no processo de envelhecimento biológico. 
O objetivo do presente estudo foi a caracterização do comprimento dos telómeros 
como potencial biomarcador de envelhecimento, de forma a permitir o estabelecimento 
de uma idade biológica. Assim, neste estudo o comprimento dos telómeros foi 
determinado pelo método de qPCR a partir de amostras de sangue periférico de 
indivíduos saudáveis, indivíduos diagnosticados com CaP ou com AVC, de forma a 
complementar a informação já existente da associação do comprimento dos telómeros 
com a idade biológica. 
A associação entre a idade cronológica do grupo controlo e o comprimento dos seus 
telómeros não revelou diferenças estatisticamente significativas. A presença de 
variações interindividuais, como o género, os hábitos tabágicos ou o índice de massa 
corporal influenciam o comprimento dos telómeros e parecem influenciar o 
estabelecimento preciso de uma idade cronológica. Porém, a aplicação do estudo do 
comprimento dos telómeros no estabelecimento da idade biológica dos indivíduos 
revelou ser de extrema utilidade, verificando-se que os indivíduos afetados por 
patologias como CaP ou AVC apresentam variações de comprimento em relação aos 
indivíduos saudáveis. Estas variações permitem-nos concluir que os telómeros são 
parte integrante dos mecanismos de envelhecimento molecular das células do nosso 
organismo e podem ser utilizados como biomarcadores deste processo.
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ABSTRACT 
 
The establishment of the age of individuals is crucial to Forensic Medicine and 
Forensic Sciences, since it contributes to the process of identification of individuals. The 
aging of the human population is a complex process that occurs gradually, differing from 
individual to individual. The most common indicator in the evaluation of the aging 
process is the chronological age, which indicates the lifetime that the individual has 
been counting from his or her birth. However, the determination of chronological age 
may not be enough in the many areas of Legal Medicine. Thus, the determination of 
biological age may be a useful complement to chronological age, since individuals of 
the same age may have different levels of dysfunctions and vulnerabilities as they age 
and therefore have different biological ages. One of the major biological structures 
involved in this process are telomeres. Its continuous shortening during cell division is 
one of the main factors responsible for the biological aging process. 
The aim of the present study was to characterize the telomere length as a potential 
aging biomarker, in order to allow the establishment of a biological age. Thus, in this 
study, telomere length was determined by the qPCR method from peripheral blood 
samples from healthy individuals, individuals diagnosed with CaP or with stroke, in order 
to complement the existing information on the association of telomere size with 
biological age. 
The association between the chronological age of the control group and the length 
of their telomeres did not reveal any statistically significant difference. The presence of 
interindividual variations such as gender, smoking habits or body mass index seems to 
influence telomere length and consequently seem to influence the accurate prediction 
of a chronological age. However, the application of the study of telomere length in the 
establishment of the biological age of individuals revealed to be extremely useful, and 
it was verified that individuals affected by pathologies such as CaP or stroke presented 
length variations when compared to healthy individuals. These variations allow us to 
conclude that telomeres are an integral part of the molecular aging mechanisms of our 
cells and can be used as biomarkers of this process. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Envelhecimento: Idade Cronológica versus Idade Biológica 
 
O envelhecimento é um processo biológico gradual e multifatorial caracterizado pela 
diminuição das funções fisiológicas a nível molecular, celular e tecidual. O 
envelhecimento que se verifica na população mundial é descrito como sendo o principal 
fator de risco para o desenvolvimento de doenças crónicas, tais como o cancro, a 
diabetes, as doenças neurodegenerativas e as doenças cardiovasculares, estando 
estas frequentemente associadas a uma elevada taxa de morbilidade e mortalidade 
com o aumento da idade (1) (2). 
O processo de envelhecimento é variável entre os diferentes indivíduos contribuindo 
para isso tanto fatores genéticos, inerentes ao próprio indivíduo, como fatores não 
genéticos, resultantes da exposição a fatores ambientais externos. Estima-se que 20 a 
30% da variação na longevidade dos indivíduos se deve essencialmente a fatores 
genéticos, que influenciam a predisposição do indivíduo para o desenvolvimento de 
determinada doença, sendo considerados como fatores de risco (3). Estudos 
desenvolvidos neste âmbito revelam a existência de polimorfismos genéticos 
(alterações na sequência do DNA – Deoxyribonucleic Acid – cuja variante menos 
frequente está presente em pelo menos 1% da população) capazes de influenciar 
processos biológicos fundamentais relacionados com o envelhecimento. Exemplos 
destes processos biológicos são a resposta a estímulos, a degradação proteica e a 
apoptose, que podem explicar diferenças de 8 anos ou mais no tempo de vida dos 
portadores dos denominados alelos de risco (3) (4). Entre os fatores não genéticos que 
influenciam o envelhecimento estão essencialmente fatores inerentes ao estilo de vida, 
como os hábitos alimentares e tabágicos, o stress fisiológico crónico, patologias 
prévias, obesidade e a inatividade física (5) (6).  
As diferenças no processo de envelhecimento explicam a necessidade de distinguir 
dois conceitos: a idade cronológica e a idade biológica. A idade cronológica indica o 
tempo de vida que o indivíduo possui contado a partir do seu nascimento. Por sua vez, 
a idade biológica reflete um conjunto de processos multicausais e multisistémicos, 
independentes da idade cronológica, que reduzem a viabilidade do organismo e 
aumentam a sua vulnerabilidade (7).   
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Além dos sinais habituais de envelhecimento no ser humano como o aparecimento 
de cabelo grisalho, das rugas, das manchas na pele, da perda de massa muscular e 
adiposidade alterada, também a nível molecular se verificam alterações nos órgãos, 
tecidos e células que aumentam a suscetibilidade do indivíduo para desenvolver 
doenças nas últimas décadas de vida. A avaliação da deterioração dessas funções 
biológicas pode ser utilizada para prever o risco de sofrer de patologias relacionadas 
com a idade e estimar o tempo de vida útil dos indivíduos, tendo em consideração a 
heterogeneidade do envelhecimento celular de cada um (7) (8) (9).  
Assim sendo, sabe-se que a idade biológica pode ocorrer a diferentes taxas para 
diferentes indivíduos, em contraste com a idade cronológica que aumenta na mesma 
taxa para todos os indivíduos e que por isso não reflete com precisão o estado funcional 
e de saúde de um indivíduo (10) (11) (12). 
Um bom exemplo da variabilidade que ocorre entre a idade biológica e cronológica 
é o caso dos indivíduos que sofrem acidentes vasculares cerebrais (AVC’s). Sabe-se 
que esta ocorrência está associada à idade e afeta maioritariamente a população mais 
idosa, estando os AVC’s associados a uma prevalência de fatores de risco 
cardiovasculares padrão, tais como a hipertensão, a diabetes mellitus, a obesidade, os 
distúrbios lipídicos, as cardiopatias congénitas e o tabagismo (13). Porém, nos últimos 
anos, a incidência desta patologia tem aumentado em indivíduos mais jovens com 
idades inferiores a 50 anos, devido a interações atípicas entre fatores ambientais, 
vasculares, sistémicos, genéticos e do sistema nervoso central, apontando assim uma 
diferença entre a idade cronológica e biológica nestes indivíduos. Segundo o estudo de 
Soriano-Tárraga e colaboradores, verificou-se que a idade biológica dos indivíduos que 
sofreram um AVC em idades jovens é 2,5 anos superior à dos indivíduos saudáveis 
(13).  
Na área das ciências forenses, a estimativa da idade é uma característica 
imprescindível na construção do perfil biológico de um indivíduo. Os avanços que 
ocorreram na análise de DNA permitem que atualmente se obtenham perfis genéticos 
únicos extraídos de evidências biológicas, tais como sangue, sémen, saliva e células 
epiteliais (14) (15). Estes perfis têm possibilitado a resposta eficaz a questões 
relacionadas com a identificação humana, componente de grande importância nas 
solicitações periciais em Medicina Legal. No entanto, o estudo destes perfis não fornece 
qualquer indicação de idade do indivíduo. 
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A determinação da identificação médico-legal pode ser solicitada quer em 
indivíduos vivos, estando nestes casos associada a desaparecimentos, investigações 
de filiação e a portadores de documentos de identificação falsos ou sem qualquer tipo 
de prova legal da sua identidade, quer em restos cadavéricos/esqueletizados quando 
associados a incidentes como ataques terroristas, acidentes aéreos e rodoviários, 
incêndios, assassinatos em massa e desastres naturais como tsunamis, terramotos e 
inundações (15) (16). 
Uma estimativa da idade é deste modo crucial no processo de identificação de um 
desconhecido, uma vez que permite a redução do número de suspeitos ou 
intervenientes num cenário de crime. Para além disso, existe uma necessidade 
crescente em estabelecer a idade dos indivíduos para que lhes sejam reconhecidos 
direitos civis, benefícios sociais, ou ainda eventuais penalizações e obrigações 
inerentes à sua idade, que podem estar associadas a questões de imputabilidade (17). 
Uma problemática crescente no nosso país referenciada pelo Serviço de Estrangeiros 
e Fronteiras (SEF) diz respeito ao afluxo de adultos que chegam acompanhados por 
menores sem apresentarem documentos de identidade e/ou documentos que 
comprovem o vínculo familiar ou a autorização dos progenitores para viajarem com a 
criança, revelando fortes indícios de tráfico de menores, uma vez que estas crianças 
normalmente estão indocumentadas ou apresentam documentos falsificados. É 
necessário averiguar a sua identidade e determinar a idade destas crianças ou jovens, 
de forma a encaminhá-las para centros de acolhimento apropriados.  
Sendo assim, é essencial definir estratégias e metodologias sensíveis de modo a 
estimar a idade dos indivíduos. Podendo-se para isso recorrer a características físicas 
como elementos identificativos, através de técnicas de odontologia forense, que se 
baseiam nas características dentárias únicas de cada indivíduo, como a morfologia, 
variações na forma e tamanho, restaurações, patologias, falta de dentes, padrões de 
desgaste, cor e posição dos dentes, rotações e outras anomalias dentárias peculiares 
(16). 
Especificamente para a estimativa da idade dentária examina-se a mineralização e 
maturação dentária, tendo em conta o número e a sequência das erupções dentárias e 
os estadios de mudanças regressivas nas coroas e raízes das peças dentárias. No 
entanto, estes métodos apresentam menos precisão com o aumento da idade do 
indivíduo em estudo. Em crianças e adolescentes pode-se estimar uma idade 
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cronológica com um intervalo de erro menor pois as variações da formação e 
maturação dentária estão bem estudadas e individualizadas em intervalos de tempo 
esperados para o seu desenvolvimento (16). No entanto, quando se pretende estimar 
a idade de um adulto com base na arcada dentária, e como é expectável que todos os 
indivíduos com mais de 30 anos já tenham completado a mineralização dentária, têm 
que se utilizar métodos com base nas alterações degenerativas das peças dentárias, o 
que está associado a intervalos de erro superiores, pois estas alterações estão 
dependentes de fatores de comportamento individuais e suscetibilidades relativas a 
modificações devido a fatores externos, como malnutrição, doenças hormonais e estilo 
de vida a que o indivíduo está sujeito (18). Uma problemática que se coloca na 
utilização do perfil dentário para identificação e estimativa de idade de um indivíduo é 
a falta de registos dentários anteriores, comprometendo assim a aplicação deste 
método pela carência de referências para comparação de dados, assim como a limitada 
precisão com o aumento da idade cronológica. 
Também a antropologia forense pode auxiliar o processo de identificação, aplicando 
métodos de estimativa da idade esquelética que têm por base o crescimento e os 
processos de maturação dos ossos. Esta análise recai na observação de centros de 
ossificação e fusão, no tamanho dos ossos longos, nos estadios de união epifisal, 
suturas ósseas, perda óssea e alterações articulares. Contudo, a estimativa da idade 
cronológica através deste método tem sempre um risco de erro associado. Quanto mais 
velho for o indivíduo, mais difícil será determinar a sua idade, pois quando se atinge a 
maturidade/idade adulta, os indicadores de estimativa da idade passam a estar 
relacionados com processos degenerativos e de remodelação óssea que apresentam 
uma elevada variabilidade, dependendo essencialmente de fatores genéticos, 
ambientais, nutricionais e patologias (19) (20). 
Tendo em conta que o processo de envelhecimento está relacionado não só com a 
idade cronológica, mas também com a idade biológica dos indivíduos é fundamental 
complementar os métodos de estimativa de idade já existentes para dessa forma 
ultrapassar as limitações que se verificam com a aplicação dos mesmos. Assim é 
importante utilizar métodos que demonstrem os mecanismos moleculares subjacentes 
ao envelhecimento biológico do organismo. 
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1.2 Marcadores moleculares e o envelhecimento 
 
Tal como já foi referido o envelhecimento é um processo multifatorial que em 
primeira instância se revela a nível molecular, envolvendo o acumular a longo prazo de 
danos no DNA e a decomposição de tecidos e órgãos. Detetando precocemente as 
alterações moleculares subjacentes a estes processos, através de biomarcadores 
moleculares e genéticos, podem definir-se grupos de risco para o desenvolvimento de 
doenças e desse modo promover uma intervenção terapêutica precoce e mais efetiva 
(8) (21). 
De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), um biomarcador é um 
indicador de processos biológicos normais, processos patogénicos ou respostas a uma 
exposição ou intervenção terapêutica (22). No mesmo sentido, também a Organização 
Mundial de Saúde (OMS) define biomarcador como uma medida que reflete a interação 
entre um sistema biológico e um agente ambiental, que pode ser químico, físico ou 
biológico. Existem três classes de biomarcadores: de exposição, de efeito e de 
suscetibilidade. Os biomarcadores de exposição podem ser quer substâncias exógenas 
que se medem no corpo humano, quer os seus metabolitos ou ainda o produto de uma 
interação entre um agente xenobiótico e uma molécula ou célula alvo. Deles são 
exemplo a medição de cocaína e seus metabolitos no sangue ou urina para detetar o 
consumo de drogas de abuso. Os biomarcadores de efeito são agentes bioquímicos 
mensuráveis, fisiológicos, alterações comportamentais ou outra alteração dentro do 
organismo que podem ser associados a alterações do estado de saúde ou possíveis 
doenças. Deles são exemplo a medição da carboxiemoglobina que reflete a dose 
interna de monóxido de carbono que se liga a um tecido alvo. Por último, os 
biomarcadores de suscetibilidade analisam a capacidade inerente ou adquirida de um 
organismo para responder à exposição a uma substância xenobiótica específica. Deles 
são exemplo a deficiência na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (23). 
Tendo em conta que indivíduos da mesma idade cronológica não envelhecem todos 
na mesma proporção, há necessidade de se entenderem os processos de 
envelhecimento biológico do organismo. Para tal, utilizam-se biomarcadores de 
envelhecimento: parâmetros biológicos quantificáveis que permitem identificar 
indivíduos em condições de risco para doenças relacionadas com a idade. Estes 
biomarcadores conseguem prever o declínio funcional, morbilidade e mortalidade de 
um indivíduo, fornecendo assim mais informações do que a idade cronológica (10) (24). 
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A maioria destes biomarcadores incluem a análise de alterações no DNA, RNA 
(Ribonucleic Acid), proteínas e fluidos corporais, representativos de sistemas e órgãos, 
como por exemplo a idade vascular, idade da pele, idade dentária, idade esquelética e 
idade cognitiva, que conjugadas entre si podem facilitar a diferenciação de indivíduos 
da mesma idade cronológica com taxas variantes de envelhecimento (8) (11) (25). 
Os biomarcadores de envelhecimento biológico podem ser divididos em dois tipos: 
biomarcadores moleculares, baseados no estudo de ácidos nucleicos, e biomarcadores 
fenotípicos, tais como a pressão arterial, índice de massa corporal, níveis de glicose, 
insulina, triglicerídeos, creatinina e proteína C reativa. Estes marcadores fenotípicos 
são de fácil obtenção e análise dando uma visão geral da saúde do indivíduo, porém 
apresentam limitações na sua aplicação, uma vez que são influenciáveis por fatores 
ambientais e não podem ser utilizados como único elemento de análise para o cálculo 
da idade biológica, pois não refletem diretamente os mecanismos moleculares 
subjacentes ao processo de envelhecimento (26). 
De acordo com a American Federation of Aging Research (AFAR) os preditores da 
idade biológica têm de preencher alguns critérios para a sua aplicação, tais como:  
1 - Devem prever a taxa de envelhecimento, ou seja, refletir o tempo de vida útil do 
indivíduo melhor do que a idade cronológica;  
2 - Devem monitorizar um processo básico subjacente ao processo de 
envelhecimento e não os efeitos de uma doença;  
3 - Devem ser procedimentos que possam ser testados repetidamente sem 
prejudicar a pessoa;  
4 - Devem possibilitar a sua manipulação em animais de laboratório (7) (10) (25). 
Dificilmente existe um biomarcador que cumpra criteriosamente todos os pontos 
propostos pela AFAR, porém os que se destacam e assumem uma maior importância 
no estudo da idade biológica são o encurtamento do tamanho dos telómeros e a 
metilação do DNA, uma vez que estão intimamente relacionados com a expressão 
genética, estabilidade cromossómica e vulnerabilidade ao desenvolvimento de doença, 
contribuindo assim para a compreensão do mecanismo molecular e genético subjacente 
ao risco de desenvolvimento de doenças crónicas (25) (27).  
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A medição do comprimento dos telómeros em leucócitos tem sido amplamente 
estudada pelos investigadores, uma vez que as evidências demonstram que à medida 
que os indivíduos envelhecem, o comprimento médio dos telómeros diminui (28) (29). 
O declínio do seu comprimento ao longo da vida do indivíduo permite prever uma idade 
biológica para o indivíduo, assim como as modificações epigenéticas baseadas no 
estudo de padrões de metilação do DNA através da análise de locais de metilação CpG 
localizados em genes específicos (30). 
Contudo, podem utilizar-se outros métodos moleculares para estimar a idade 
humana, nomeadamente a análise de deleções do DNA, análise de perfis 
transcriptómicos, análise de microRNAs, bem como a análise da racemização do ácido 
aspártico e de produtos finais de glicosilação avançada (PGAs). No entanto estes 
métodos têm precisões relativamente baixas e algumas limitações práticas na sua 
aplicabilidade pela complexidade das metodologias utilizadas para deteção e pelo 
reduzido número de estudos efetuados acerca dos mesmos (25) (26).  
Diversos estudos já foram elaborados com o objetivo de investigar as diferenças de 
idade biológica dos indivíduos, porém ainda não se encontrou um biomarcador que 
represente na totalidade a taxa de envelhecimento (11) (12) (25) (26) (31). É importante 
referir que os marcadores de envelhecimento biológico podem mudar ao longo da vida 
e que um único biomarcador pode não ser suficiente para refletir o envelhecimento em 
todos os sistemas biológicos. Sendo assim, torna-se necessário utilizar diferentes 
painéis de biomarcadores em diferentes idades, pois sabe-se que existe uma dinâmica 
associada dependente de fatores genéticos, ambientais ou do estilo de vida, que podem 
variar ao longo da vida do indivíduo (27).  
Deste modo, é relevante a identificação de biomarcadores adicionais que forneçam 
informações precisas acerca do estado de saúde do indivíduo, pois possibilitaria a 
definição de guidelines para um envelhecimento saudável, auxiliando tanto na previsão 
como na prevenção de doenças, potenciando a longevidade dos indivíduos e uma 
melhoria da qualidade de vida. A medição do comprimento dos telómeros é um 
biomarcador com grande potencialidade nesta área sendo, desse modo alvo de 
inúmeras investigações. 
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1.3 Biologia dos Telómeros 
 
Os telómeros são estruturas nucleoproteicas localizadas nas extremidades dos 
cromossomas eucarióticos, compostos por uma sequência hexamérica repetitiva 
(TTAGGG). Estas estruturas apresentam múltiplas funções biológicas essenciais à 
sobrevivência das células, tais como a manutenção da estabilidade da estrutura 
cromossómica, protegendo assim o DNA cromossómico da degradação, perda e fusão 
das extremidades e recombinação atípica. Para além disso contribuem para o 
emparelhamento de cromossomas homólogos (28) (32). 
Quando um indivíduo nasce, os seus telómeros têm um comprimento de 
aproximadamente 5 a 20 kb (kilobases) nas células somáticas. No entanto, após cada 
divisão mitótica, estes são progressivamente encurtados. Estudos apontam que a taxa 
anual do seu encurtamento em tecidos e órgãos humanos está compreendida entre os 
50 a 120 pb (pares de bases) (32) (33). 
O comprimento dos telómeros encurta gradualmente com o número de divisões 
celulares devido ao designado “problema de replicação final”. Este ocorre porque existe 
uma incapacidade intrínseca das DNA polimerases para sintetizar completamente a 
cadeia filha nas extremidades cromossómicas, resultando na perda de repetições dos 
telómeros (34) (35). 
Os telómeros são estabilizados por um complexo de seis proteínas, designado por 
shelterin. Este complexo inclui os Telomere Repeat Binding Factor 1 e 2 (TRF1 e TRF2), 
Protection of Telomeres 1 (POT1), TRF1- interacting nuclear protein 2 (TIN2), Repressor 
Activator Protein 1 (RAP1) e Tripeptidyl Peptidase 1 (TPP1) (28) (36). Para além disso, 
a manutenção da sua estabilidade depende da Telomere Terminal Transferase, também 
designada por telomerase, uma enzima que tem como função adicionar novas 
sequências de TTAGGG às extremidades dos cromossomas. A telomerase é 
constituída por um complexo de três ribonucleoproteínas: Telomerase Reverse 
Transcriptase (TERT), Telomerase RNA Component (TERC) e a Telomerase 
Associated Protein 1 (TEP1). As proteínas TEP1 e TERC são sempre expressas, 
tornando a atividade enzimática da telomerase dependente da transcrição da TERT 
(37).  
Para além desta enzima existem outras vias de manutenção do comprimento dos 
telómeros, baseadas na recombinação de DNA, designadas por Alternative Lengthening 
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of Telomeres (ALT). Desta forma, o comprimento dos telómeros resulta do balanço entre 
a erosão produzida durante a divisão celular, o alongamento conduzido pela telomerase 
e os processos baseados na recombinação (38).  
Durante a proliferação de células germinativas os níveis de atividade da telomerase 
são muito elevados. Embora esta atividade se encontre diminuída nos espermatozóides 
e óvulos, quando ocorre a fertilização atinge-se outra vez um nível superior de atividade 
que se irá manter nas células embrionárias e germinativas transmitidas à próxima 
geração. Após o nascimento, a maioria das células somáticas humanas adultas 
expressam níveis insuficientes ou indetetáveis de telomerase, resultado da repressão 
da expressão do gene TERT na maioria dos tecidos a partir dos 3 a 4 meses de 
gestação, processo este que permite a eliminação de células por apoptose por terem 
atingido um nível crítico de encurtamento telomérico. A reativação da atividade da 
telomerase e o aumento da sua expressão estão associados ao desenvolvimento de 
tumores e são em parte responsáveis por conferir às células malignas uma capacidade 
de se autorrenovarem e de se proliferarem indefinidamente (Figura 1) (39). 
Figura 1 – Representação da atividade da telomerase ao longo da vida (adaptado de Hiyama e 
colaboradores (39)). 
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De facto, a telomerase é detetada em aproximadamente 85 a 90% de todos os 
tumores malignos (28). Têm sido propostos diversos mecanismos que promovem a sua 
atividade, entre os quais mutações/deleções no promotor TERT, envolvimento de 
splicing alternativo do TERT, amplificação do gene TERT, alterações epigenéticas ou 
mesmo a sua autorregulação. Estudos anteriores revelaram que em cancros 
avançados, é suficiente um nível de até 1% de telomerase ativa para manter os 
telómeros mais curtos e a sua expressão, mesmo que a curto prazo, em células normais 
é suficiente para duplicar a vida proliferativa das células (40).  
Deste modo, tem surgido interesse por parte da comunidade científica no que 
concerne à inibição da expressão da telomerase como alvo importante na terapêutica 
de cancro. As diversas abordagens terapêuticas em investigação baseiam-se na 
inativação seletiva da expressão da telomerase nas células tumorais, uma vez que estas 
possuem uma elevada atividade, ao invés das células somáticas normais em que o nível 
de atividade da telomerase é reduzido ou mesmo inexistente (41).  
 
1.4 Comprimento dos telómeros como biomarcador molecular de 
envelhecimento 
 
Os telómeros apresentam propriedades fundamentais que os colocam no foco para 
estudos de envelhecimento, pois encurtam a cada divisão celular devido à replicação 
incompleta das suas extremidades, encurtam por dano oxidativo e quando atingem um 
comprimento considerado crítico, as células entram num estado senescente e a divisão 
celular termina. Devido a estas características são considerados o “relógio molecular” 
das células, pois definem o número de divisões celulares e o tempo de vida da célula 
(42). 
O encurtamento progressivo dos telómeros num indivíduo saudável é um dos 
processos responsáveis pela perda progressiva e irreversível da capacidade replicativa 
das células somáticas. Este processo é um dos fatores que influenciam o 
envelhecimento de um indivíduo e foi descrito pela primeira vez por Hayflick e 
Moorhead quando introduziram o termo senescência celular (32) (34).  
A senescência dependente do comprimento dos telómeros, também conhecida 
como senescência replicativa, é o principal modo de entrada no estado senescente em 
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vários tipos de células humanas, incluindo fibroblastos, células epiteliais, células 
endoteliais e células uroteliais (7). Este processo desencadeia-se quando o fragmento 
de restrição terminal telomérico atinge um comprimento médio de 4 a 7 kb. Nesse limiar 
crítico, o complexo protetor shelterin é interrompido, expondo uma extremidade do 
cromossoma de cadeia dupla que fica descoberta. Por sua vez é desencadeada uma 
resposta ao dano de DNA, impedindo que ocorra a progressão para a fase S do ciclo 
celular (43). Na ausência de um mecanismo normal de senescência, não ocorre 
apoptose, as células com defeitos genéticos proliferam e consequentemente surge 
instabilidade e anomalias cromossómicas que podem contribuir para o desenvolvimento 
de diversas patologias associadas ao envelhecimento (Figura 2) (1) (35).  
A redução do comprimento dos telómeros encontra-se associada a fatores de risco 
que incluem o tabagismo, a diabetes, a hipertensão, a hipercolesterolémia, a obesidade, 
a inatividade física, o consumo de álcool e questões psicológicas (5) (7) (28) (37) (44) 
(45) (46) (47) (48) (49) (50).  
Diversos estudos têm documentado a correlação entre essa diminuição e diversas 
doenças associadas à idade, desde doenças cardiovasculares, aterosclerose, 
Alzheimer, AVC’s e cancro (Figura 2) (1) (33) (37) (51) (52).  
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Figura 2 – Representação esquemática dos processos (A) de senescência celular, consequente 
diminuição do tamanho dos telómeros e risco de desenvolvimento de doenças, e (B) da biologia 
do telómero e da manutenção do seu comprimento (adaptado de Almeida e colaboradores (1)). 
 
1.5 Medição do comprimento dos telómeros 
 
O comprimento telomérico é frequentemente estudado em leucócitos do sangue 
periférico a partir de uma simples colheita de sangue periférico, que permite a obtenção 
de grandes quantidades de DNA de alta qualidade. Porém, quando não é possível obter 
uma amostra de sangue periférico existem outros métodos de colheita, como a colheita 
de manchas de sangue seco e amostras de saliva. Vários investigadores provaram que 
existe uma correlação entre o comprimento dos telómeros de amostras de sangue 
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periférico e outros tecidos, o que permite assumir que é um marcador válido para estimar 
o comprimento dos telómeros noutros tecidos (53). 
A utilidade da medição do comprimento dos telómeros depende da validade, 
precisão e confiabilidade da técnica de medição utilizada para a sua análise. A técnica 
original considerada como a técnica Gold Standard é a análise do Terminal Restriction 
Fragment (TRF). Neste procedimento, o DNA genómico é digerido utilizando uma 
mistura de enzimas de restrição. Os fragmentos teloméricos são posteriormente 
visualizados por Southern Blot utilizando uma sonda específica para o DNA telomérico 
e os seus comprimentos medidos através de eletroforese em gel de agarose por 
comparação com um marcador de peso molecular de DNA (36) (54). 
Apesar do método de Southern Blot ser útil, a sua execução é muito laboriosa e a 
interpretação depende da experiência do operador. Assim, em estudos mais recentes 
os investigadores têm utilizado uma técnica mais rápida e eficiente para determinar o 
comprimento dos telómeros: o quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) (14). 
Em 2002, Cawthon e colaboradores desenvolveram um método com base no qPCR 
que determina a diferença entre uma amostra de DNA e uma amostra de DNA de 
referência. Medem-se o número de repetições do telómero (T) e o número de cópias 
de um gene de cópia única conhecida (S). A razão entre T e S é diretamente 
proporcional ao comprimento médio de telómeros por célula (55). Em 2009, o próprio 
Cawthon fez uma modificação ao protocolo que previamente estabeleceu, introduzindo 
um oligómero padrão para gerar valores absolutos (aTL - absolute telomere length) (6) 
(56). 
Outro método que se pode utilizar na medição de telómeros é o método STELA 
(Single Telomere Length Analysis), uma abordagem baseada em PCR que mede o 
comprimento de telómeros, utilizando primers específicos para as sequências 
subteloméricas de cromossomas individualizados. No entanto esta técnica não permite 
o reconhecimento de todos os telómeros criticamente curtos (36) (57) (58). 
Outra técnica que nos permite medir o comprimento dos telómeros é a Quantitative 
fluorescence in situ hybridization (Q-FISH) através da avaliação de cromossomas 
metafásicos ou núcleos interfásicos após hibridização com uma sonda fluorescente. O 
substrato para esta técnica não é DNA, mas sim células que podem ser frescas, 
congeladas, ou ainda tecidos fixados em formol e embebidos em parafina. A principal 
desvantagem da utilização desta técnica é a necessidade de células mitoticamente 
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ativas para medição dos telómeros, impossibilitando dessa forma a deteção em células 
terminais senescentes (36) (59). 
Por fim, a flow-FISH é uma técnica que consiste numa adaptação da Q-FISH, 
combinando citometria de fluxo com a hibridização de uma sonda pantelomérica, ou 
seja, que se liga a todos os telómeros. Esta metodologia permite a quantificação média 
de fluorescência presente nas células, valor que é utilizado para fornecer um 
comprimento médio dos telómeros para a população de células a avaliar. Este método 
também fornece um meio para inferir a distribuição tridimensional dos sinais 
teloméricos dentro das células. Aplica-se principalmente em amostras de sangue fresco 
e fornece apenas um valor médio da intensidade de telómeros (36) (58) (59). 
Os diversos métodos de medição, cada um com as suas estratégias e abordagens 
apresentam simultaneamente vantagens e limitações, que estão descritas na tabela 1. 
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Tabela 1- Métodos de medição do comprimento dos telómeros e suas respetivas vantagens e 
desvantagens. 
Método 
 
Vantagens Desvantagens Referência 
 
 
 
TRF/ 
Southern blot 
hybridization 
 
- Técnica “Gold Standard”; 
- Não requer equipamento 
especializado; 
- Pode detetar uma única banda 
de sinal; 
- Numerosos estudos para 
comparação. 
- Requer uma elevada 
quantidade de amostra de DNA 
(>1µg); 
- Trabalho laboratorial intenso; 
- Polimorfismos subteloméricos 
podem interferir nos dados; 
- Produz uma medida média do 
comprimento telomérico, porém 
não deteta telómeros curtos. 
 
 
 
(36) 
(54) 
 
 
 
 
qPCR 
- Requer uma reduzida 
quantidade de amostra de DNA 
(ng); 
- Técnica laboratorial simples e 
rápida; 
- Medição da relação entre o nº 
de cópias repetidas dos 
telómeros e o nº de cópias do 
gene de cópia única. 
 
 
- Produz uma medida média do 
comprimento telomérico, porém 
não deteta telómeros curtos; 
- Necessária calibração exata. 
 
 
 
(6) 
(14) 
(55) 
(56) 
 
 
 
 
STELA 
 
- Permite detetar telómeros 
curtos; 
- Requer quantidades reduzidas 
de DNA (pg); 
- Não necessita de equipamento 
especializado. 
- Informação restrita a 
extremidades cromossómicas 
bem caracterizadas: XpYp, 2p, 
11q e 17p; 
- Não produz medidas médias do 
comprimento dos telómeros; 
- Capacidade limitada em detetar 
telómeros longos; 
- Trabalho laboratorial intenso. 
 
 
 
(36) 
(57) 
(58) 
 
 
 
 
Q-FISH 
- Permite identificar telómeros 
individuais curtos ou longos, 
extremidades sem sinal, 
telómeros de ponta a ponta e 
medidas médias do 
comprimento telomérico; 
- Permite a medição do 
comprimento telomérico em 
tipos específicos de células. 
 
- Requer equipamento técnico 
especializado e dispendioso; 
- Requer células mitoticamente 
ativas para cromossomas 
metafásicos; 
- Análise de poucas amostras ao 
mesmo tempo. 
 
 
 
(36) 
(59) 
 
 
Flow-FISH 
- Permite determinar a medida 
média de populações celulares 
específicas; 
- Caracterização de linhagens 
celulares; 
- Potencialidade de automação. 
- Trabalho laboratorial intenso; 
- Requer equipamento técnico 
especializado e dispendioso; 
- Medição restrita para 
suspensões de células isoladas. 
 
(36) 
(58) 
(59) 
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1.6 Patologias relacionadas com o encurtamento dos telómeros 
 
O AVC é um problema de saúde global, sendo considerado uma das principais 
causas de morte em adultos em todo o mundo (47) (60) (61). O AVC caracteriza-se pela 
morte súbita de células cerebrais devido à falta de oxigénio quando o fluxo sanguíneo 
para o cérebro é perdido devido ao bloqueio de uma artéria (acidente vascular cerebral 
isquémico), ou devido à rutura de um vaso sanguíneo (acidente vascular hemorrágico). 
O tipo mais comum de acidente vascular cerebral é o isquémico, responsável por 43,7% 
a 79,9% da totalidade dos AVC’s (62).  
Em Portugal o AVC atinge cerca de três pessoas por hora, resultando num total 
aproximado de 26 000 portugueses afetados por ano. Os indivíduos que conseguem 
sobreviver ficam frequentemente com incapacidades, necessitando de cuidados a longo 
prazo. Além disso, correm um maior risco de recorrência da doença (63). 
A patogénese do AVC está na maioria das vezes relacionada com a formação e 
rotura de placas ateroscleróticas nos grandes vasos cerebrais. O processo 
aterosclerótico caracteriza-se pela deposição de lipoproteínas e migração de células 
inflamatórias, provocando uma redução progressiva do calibre arterial. Com base em 
estudos anteriores, foi proposto que o encurtamento dos telómeros no endotélio e, 
consequentemente, a senescência das células endoteliais contribuam para o processo 
aterosclerótico nas artérias coronárias (49) (60) (64) (65). Um estudo recente efetuado 
na população chinesa revelou uma associação positiva entre telómeros mais curtos e o 
risco de AVC isquémico, independente dos fatores de risco vasculares convencionais, 
como tabagismo, consumo de álcool, hipertensão e história clínica de diabetes (61). 
Porém, nem todos os estudos estão em conformidade com estes resultados, já que 
alguns não demonstram evidências de associação do comprimento relativo dos 
telómeros com o risco de incidência de AVC isquémico (66) (67). 
Outra patologia que podemos associar ao comprimento dos telómeros e que motiva 
uma investigação constante é o cancro, uma vez que representa uma das doenças mais 
mortais no mundo. O Cancro da Próstata (CaP) é atualmente reconhecido como um dos 
principais problemas de saúde que afeta a população masculina, admitindo-se que 1 
em cada 7 homens desenvolverá CaP. A sua prevalência está a aumentar 
gradualmente, sendo que este já é o segundo cancro mais frequente em homens nos 
países desenvolvidos. Segundo dados da International Agency for Research on Cancer 
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(IARC) estima-se que 1,1 milhão de homens em todo o mundo tenham sido 
diagnosticados com CaP em 2012, o que corresponde a uma percentagem de 15% dos 
cancros diagnosticados em homens, com quase 70% dos casos (759 000) a ocorrerem 
em regiões mais desenvolvidas. Com uma estimativa de 307 000 mortes em 2012, o 
CaP é a quinta principal causa de morte por cancro em homens (6,6% do total de 
mortes) (68). 
Em Portugal, segundo dados de 2010 a 2015 da Direção Geral de Saúde (DGS) a 
taxa de mortalidade e o número de óbitos relacionados com o CaP tiveram uma 
diminuição e ocorreram em idades mais avançadas (69). Isto deve-se sobretudo ao 
aumento da utilização do teste de doseamento do PSA (Prostate specific antigen) como 
uma ferramenta de rastreio de rotina, permitindo a deteção desta patologia em fases 
precoces. Contudo, este teste apresenta algumas limitações relacionadas com a sua 
reduzida especificidade que pode conduzir a um sobrediagnóstico e sobretratamento 
(70). Sendo assim, o teste de PSA deve ser aliado a outros métodos de diagnóstico e 
monitorização.  
O CaP é caracterizado por uma proeminente instabilidade cromossómica e por esse 
motivo o encurtamento dos telómeros pode ser observado desde as lesões precursoras 
benignas do epitélio prostático até às neoplasias intraepiteliais prostáticas de alto grau 
(44). As evidências sugerem uma contribuição inflamatória que aumenta a produção 
local de ROS (Reactive Oxygen Species), o que acelera o encurtamento dos telómeros, 
além das perdas causadas pela proliferação celular (71). 
Os telómeros têm sido um biomarcador muito utilizado em estudos para tentar 
perceber se a medição do seu comprimento pode ser um indicador de risco para o 
desenvolvimento de cancro. O seu encurtamento apresenta uma dupla função quando 
relacionado com patologias oncológicas. Por um lado, a perda progressiva de repetições 
teloméricas a cada ciclo de divisão celular induz a senescência replicativa, limitando 
assim o potencial proliferativo das células, tendo uma função de supressor tumoral. Por 
outro lado, quando os telómeros chegam a um limite crítico de encurtamento, gera-se 
instabilidade genómica que potencia o início e a progressão tumoral, tendo uma função 
carcinogénica (72). 
Os telómeros são, portanto, parte integrante da iniciação e progressão do CaP e, 
desse modo, podem ser relevantes no diagnóstico desta doença, podendo a sua 
medição ser aplicada como uma medida adicional das ferramentas de diagnóstico já 
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existentes. Em casos de homens com o PSA sérico persistentemente elevado, mas com 
resultados negativos nas biópsias, se os telómeros apresentarem um comprimento 
anormalmente curto nas populações de células estromais ou epiteliais que estiverem 
presentes na biópsia, isso pode sugerir que efetivamente existe alguma anomalia, 
desencadeando uma repetição da biópsia. 
O comprimento dos telómeros é assim, influenciado não só por diferentes hábitos 
de vida, mas também por doenças como o cancro ou os AVC’s. Estando os telómeros 
estreitamente relacionados com diferenças na idade biológica de diferentes indivíduos, 
há necessidade de esclarecer a utilidade da medição do seu comprimento, de forma a 
possibilitar a sua aplicação como um biomarcador de envelhecimento potencialmente 
utilizável no contexto da Medicina Legal.
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
Este estudo tem como objetivo principal a caracterização do comprimento dos 
telómeros como potencial biomarcador de envelhecimento, de forma a permitir o 
estabelecimento de uma idade biológica. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
- Caracterização do comprimento dos telómeros de indivíduos saudáveis e sua 
associação com a idade cronológica, género, hábitos tabágicos e índice de massa 
corporal com recurso a amostras de sangue periférico; 
- Caracterização do comprimento dos telómeros de indivíduos com diagnóstico de 
CaP e de AVC. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 População em estudo 
 
O estudo do comprimento dos telómeros como biomarcador de envelhecimento foi 
realizado com base num estudo que envolveu 408 indivíduos. Todas as amostras 
biológicas foram provenientes de indivíduos portugueses e foram utilizadas após o seu 
conhecimento e consentimento prévio, de acordo com a Declaração de Helsínquia.   
Neste estudo foram incluídos 91 indivíduos saudáveis (Grupo Controlo) e sem 
evidência de doença neoplásica ou história clínica de AVC’s, com uma média de idade 
de 36 ± 11,5 anos, recrutados a partir do banco de dadores de sangue do IPO do Porto, 
sendo que 42,9% eram mulheres e 57,1% eram homens. Neste grupo de indivíduos 
saudáveis, 57,1% eram não fumadores, 27,5% fumadores e 15,4% ex-fumadores. 
Relativamente ao IMC (Índice de Massa Corporal), 31,9% dos indivíduos apresentavam 
um IMC saudável, 52,7% sobrepeso, 13,2% obesidade grau I e 2,2% obesidade grau II.  
Simultaneamente, participaram também no presente estudo 193 homens com 
diagnóstico histopatológico de CaP (Grupo CaP), com uma média de idade de 63,2 ± 
12,3 anos, recrutados no IPO do Porto. Neste grupo de estudo, 51% apresentavam o 
estadio T1+T2, 29% estadio T3+T4 e 20% doença metastática (N+ e/ou M+). 
Relativamente aos hábitos tabágicos destes indivíduos, 53% eram não fumadores, 
19,1% fumadores e 27,8% ex-fumadores. Neste grupo de indivíduos 38,2% 
apresentavam um IMC saudável, 50% sobrepeso e 11,8% obesidade grau I.   
O último grupo englobado no estudo era formado por 124 indivíduos com 
diagnóstico de AVC (Grupo AVC), com uma média de idade de 69,7 ± 18,7 anos, sendo 
que 44,4% eram mulheres e 55,6% eram homens, recrutados no Centro Hospitalar São 
João. Neste grupo de estudo, 30,6% apresentavam um diagnóstico de TACI (Total 
Anterior Circulation Infarct) e os restantes 69,4% apresentavam outros subtipos clínicos 
de AVC. Relativamente aos hábitos tabágicos destes indivíduos, 50% eram não 
fumadores, 30,6% fumadores e 19,4% ex-fumadores. Neste grupo de estudo 35,8% 
apresentavam um IMC saudável e 64,2% Sobrepeso/Obesidade. 
A todos os participantes foi recolhida uma amostra de sangue venoso periférico (8 
mL) através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa.  
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3.2 Extração de DNA Genómico 
 
Para a extração de DNA das amostras em estudo utilizou-se o kit de extração GRS 
Genomic DNA Kit – Blood & Cultured Cells, de acordo com as recomendações do 
fabricante GRiSP Research Solutions. 
Este método é rápido e eficiente, permitindo a purificação e/ou concentração de 
DNA total de elevada qualidade (no caso, DNA genómico) a partir de amostras de 
sangue venoso total (200µL). O procedimento de extração baseia-se na utilização de 
colunas revestidas por sílica, contendo uma resina com partículas de sais caotrópicos, 
que promovem a desnaturação das proteínas e a extração de DNA. O DNA que é 
purificado e eluído por este método é viável para a realização de PCR’s e outras reações 
enzimáticas.  
O procedimento de extração consiste na passagem por várias fases: uma fase de 
lise celular, em que se utilizam sais caotrópicos e enzimas (Proteinase K) para lisar as 
células e desnaturar as proteínas, de forma a libertar os ácidos nucleicos que estão 
localizados no núcleo das células; uma fase de adsorção, em que há a ligação seletiva 
do DNA à membrana de sílica; uma fase de lavagem, de modo a remover contaminantes 
residuais, tais como proteínas, catiões divalentes, nucleótidos não incorporados e 
enzimas, através de tampões de lavagem, que incluem etanol, pois este promove a 
remoção das impurezas não desejadas; e por fim, uma etapa de eluição, em que o DNA 
genómico purificado é libertado da membrana de sílica, através de um tampão de 
eluição com reduzida concentração de sais. 
O DNA obtido é posteriormente armazenado a -20ºC até à sua utilização. 
Da totalidade dos casos estudados, selecionaram-se aleatoriamente 20% das 
amostras de cada grupo de estudo para quantificar e avaliar a pureza do DNA obtido. 
Esta medição foi feita no equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific®).
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3.3 Quantificação relativa do comprimento dos telómeros por qPCR 
 
Para a determinação dos valores do comprimento dos telómeros de todas as 
amostras em estudo foi utilizado o método de qPCR estabelecido por Cawthon, por ser 
um método rápido, preciso, eficiente, com bom rendimento e baixos custos (55). 
O qPCR determina para cada amostra o número de ciclos no qual a fluorescência 
acumulada ultrapassa a sua baseline: o Ct (Cycle threshold). Para realizar estas 
quantificações recorremos ao equipamento de qPCR StepOneTM Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems®). Através da utilização do corante fluorescente Xpert Fast 
SYBR (GRISP Research Solutions®), que se liga a cada nova cópia de DNA formado 
ao longo dos ciclos de PCR, é possível acompanhar o aumento da intensidade da sua 
fluorescência, que será proporcional à quantidade de produto de PCR final formado. 
Os primers utilizados para o PCR de telómeros foram o tel1b [5’-
CGGTTT(GTTTGG)5GTT-3’], com a concentração final de 270 nM e o tel2b [5’-
GGCTTG(CCTTAC)5CCT-3’], com a concentração final de 900 nM.  
Os primers utilizados para o PCR de gene de cópia única/ gene endógeno HBB 
(Beta-Globina Humana) foram a HBB1 [5’- GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-
3’] e a HBB2 [5’- CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3’], ambos com a concentração 
final de 500nM.  
As condições de amplificação para o PCR de telómeros foram um ciclo de 
desnaturação a 95ºC durante 20 segundos, seguida de 22 ciclos de desnaturação a 
95ºC durante 3 segundos, annealing a 54ºC durante 30 segundos e desnaturação a 
95ºC durante 15 segundos. Por fim, um ciclo de extensão a 60ºC durante 1 minuto. A 
temperatura da curva de melting foi de 82,75ºC. 
Para o gene de cópia única as condições de amplificação foram a desnaturação a 
95ºC durante 10 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95ºC durante 15 
segundos e annealing a 58ºC durante 1 minuto, passando por outra etapa de 
desnaturação a 95ºC durante 15 segundos. Por fim, um ciclo de extensão a 60ºC 
durante 1 minuto. A temperatura da curva de melting foi de 84,08ºC. 
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Para determinação da eficiência das reações, em todas as medições efetuadas 
foram utilizados 3 standards com concentrações decrescentes de 0,2; 0,04 e 0,008, 
controlos negativos e todas as quantificações foram efetuadas em duplicado. 
 
3.4 Análise Estatística 
 
A análise estatística dos resultados obtidos foi realizada através do software 
IBM
®
SPSS® Statistics for Windows (Versão 25.0). O método de Livak (2-ΔΔCt ↔ ΔΔCt = 
ΔCtx - ΔCty), o teste T de Student e o teste U de Mann-Whitney foram utilizados para 
avaliar as diferenças estatísticas na expressão normalizada do comprimento dos 
telómeros analisados. O odds ratio e o intervalo de confiança a 95% foram calculados 
como medida de associação entre o comprimento dos telómeros no grupo controlo e 
nos grupos CaP e AVC.  
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Qualidade da amostra de DNA e frequência de deteção do fragmento de 
interesse 
 
Nas figuras 3 e 4 está representado graficamente, a quantidade e pureza de DNA 
das amostras em estudo e a percentagem de deteção nos diferentes grupos de 
indivíduos analisados, respetivamente.  
Relativamente à pureza das amostras, verificou-se que os 3 grupos de indivíduos 
apresentam médias de valores próximos entre si (Grupo AVC 1,4; Grupo Controlo 1,5; 
Grupo CaP 1,7). No entanto, o mesmo não se verifica na quantificação de DNA, já que 
o grupo CaP evidencia uma maior quantidade (38,8 ng/µL), comparativamente ao 
observado no grupo AVC (11,6 ng/µL) e no grupo controlo (14,7 ng/µL) (Figura 3). 
 
Figura 3 – Quantidade (ng/µL) e pureza de DNA das amostras em estudo nos diferentes grupos 
de indivíduos. 
 
No que diz respeito à deteção do fragmento de DNA da região telomérica, no grupo 
AVC esta foi de 100%. O mesmo se verificou no grupo controlo. No entanto, no grupo 
CaP só foi possível amplificar esta região em 88,6% dos casos (Figura 4). 
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Figura 4 - Percentagem de deteção da região de DNA de interesse nos diferentes grupos de 
indivíduos em estudo. 
 
4.2 Análise do comprimento dos telómeros no Grupo Controlo 
 
Para o estudo da associação entre a idade cronológica do grupo controlo e o 
comprimento dos telómeros, foram definidos 3 grupos etários: ≤ 30 anos; 31-50 anos e 
≥ 51 anos, estando representado na figura 5 o comprimento dos telómeros do grupo 
controlo segundo os grupos etários definidos. De acordo com os resultados obtidos, 
não foram observadas diferenças estatisticamente significativas no comprimento dos 
telómeros (≤ 30 anos versus ≥ 51 anos P = 0,078; ≤ 30 anos versus 31-50 anos P = 
0,111) (Figura 5). 
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Figura 5 - Comprimento dos telómeros no grupo controlo segundo os grupos etários definidos 
(média ± desvio padrão). 
Estratificando o grupo controlo pelo género, verificamos na nossa população em 
estudo que as mulheres apresentam um maior comprimento dos telómeros 
comparativamente aos homens, sendo essa diferença estatisticamente significativa (2-
ΔΔCt = 15,3; P < 0,001) (Figura 6). 
Figura 6 - Comprimento dos telómeros no grupo controlo de acordo com a variável género (média 
± desvio padrão). 
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Quando estratificamos a população do grupo controlo de acordo com os hábitos 
tabágicos, verificamos que os indivíduos fumadores com idade inferior a 36 anos 
apresentam um menor comprimento dos telómeros quando comparados com os 
indivíduos da mesma idade e não fumadores (2-ΔΔCt= 0,4; P = 0,008). Contrariamente, 
não observamos diferenças estatisticamente significativas quando comparamos o 
comprimento dos telómeros nos indivíduos com idade inferior a 36 anos ex-fumadores 
versus não fumadores (P = 0,372) (Figura 7).  
Figura 7 - Comprimento dos telómeros no grupo controlo segundo a variável hábitos tabágicos 
em indivíduos com idade inferior a 36 anos (média ± desvio padrão). 
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Nos indivíduos com idades superiores ou iguais a 36 anos, não foram observadas 
diferenças estatisticamente significativas quer quando comparados o comprimento dos 
telómeros dos fumadores versus não fumadores (P = 0,088), quer quando comparados 
o comprimento destes nos não fumadores versus ex-fumadores (P = 0,083) (Figura 8).  
Figura 8 - Comprimento dos telómeros no grupo controlo segundo a variável hábitos tabágicos 
em indivíduos com idade superior ou igual a 36 anos (média ± desvio padrão). 
 
Relativamente ao IMC, verifica-se que 46,7% dos indivíduos com idade inferior a 36 
anos apresentam um IMC saudável, contrariamente ao verificado no grupo de 
indivíduos com idade superior ou igual a 36 anos em que os IMC’s de Sobrepeso, 
Obesidade Grau I e II correspondem a 82,6% da população e apenas 17,4% 
apresentam um IMC saudável. 
 
4.3 Análise do comprimento dos telómeros no Grupo CaP 
 
A análise do comprimento dos telómeros nos homens do grupo controlo revela que 
estes apresentam telómeros com comprimento superior comparativamente ao grupo 
de CaP (2-ΔΔCt = 1,2; P = 0,002) (Figura 9).  
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Figura 9 - Comparação do comprimento dos telómeros do grupo controlo versus grupo CaP 
(média ± desvio padrão). 
 
A população em estudo (grupo controlo e grupo CaP) foi estratificada em duas 
categorias considerando o comprimento dos telómeros: comprimento longo e 
comprimento curto. Esta divisão foi realizada considerando o valor da mediana do ΔCt, 
sendo este de 7,6. Deste modo, verificamos que no grupo controlo, a frequência de 
indivíduos que apresenta comprimentos longos é de 0,79 e comprimentos curtos é de 
0,21. No que diz respeito ao grupo CaP a frequência de indivíduos com comprimentos 
longos é de 0,41 e comprimentos curtos é de 0,59 (Tabela 2). Observamos que, os 
indivíduos com telómeros mais curtos apresentam um risco aumentado para o 
desenvolvimento de CaP, comparativamente aos indivíduos com telómeros mais 
longos (OR=5,33; IC 95%: 2,56 -11,07; P <0,001) (Tabela 2).  
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Tabela 2- Distribuição das frequências de telómeros no grupo controlo e no grupo de CaP de 
acordo com o seu comprimento e análise de OR. 
OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo confiança a 95%; P: teste X2 
 
Relativamente aos hábitos tabágicos não verificamos diferenças estatisticamente 
significativas no grupo CaP (fumadores versus ex-fumadores, P = 0,211; fumadores 
versus não-fumadores, P = 0,430) (Figura 10). 
 
Figura 10 - Comparação do comprimento dos telómeros do grupo CaP segundo a variável 
hábitos tabágicos (média ± desvio padrão). 
 
Relativamente ao IMC, verifica-se que 38,2% do Grupo CaP apresenta um IMC 
saudável e 61,8% dos indivíduos apresenta IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau I e 
II. Nos homens do grupo controlo 28,8% apresenta IMC saudável e 71,2% apresenta 
IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau I e II. 
 Grupo Controlo 
n (frequência) 
Grupo CaP 
n (frequência) 
 
OR 
 
IC 95% 
 
P 
Comprimento 
longo 
41 (0,79) 70 (0,41) 1,00 
 
 
5,33 
Referência 
 
 
2,56 – 11,07 
 
 
 
<0,001 
Comprimento 
curto 
11 (0,21) 100 (0,59) 
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4.4 Análise do comprimento dos telómeros no Grupo AVC 
 
Analisando o comprimento dos telómeros do grupo controlo versus grupo AVC, 
observamos que as mulheres do grupo controlo apresentam maior comprimento dos 
telómeros comparativamente às mulheres do grupo AVC, sendo este resultado 
estatisticamente significativo (2-ΔΔCt = 1,9; P < 0,001) (Figura 11). 
 
Figura 11 - Comparação do comprimento dos telómeros do grupo controlo versus grupo AVC, 
no género feminino (média ± desvio padrão). 
 
Contrariamente, observamos que os homens do grupo controlo apresentam menor 
comprimento dos telómeros comparativamente aos homens do grupo AVC, sendo este 
resultado estatisticamente significativo (2-ΔΔCt = 0,1; P < 0,001) (Figura 12). 
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Figura 12 - Comparação do comprimento dos telómeros do grupo controlo versus grupo AVC, 
no género masculino (média ± desvio padrão). 
 
A população em estudo (grupo controlo e grupo AVC) foi estratificada em duas 
categorias considerando o comprimento dos telómeros: comprimento longo e 
comprimento curto. Esta divisão foi realizada considerando o valor da mediana do ΔCt, 
sendo este de 11,7 no género feminino e de 10,7 no género masculino. Na tabela 3 
estão descritas as distribuições das frequências dos comprimentos dos telómeros entre 
o grupo controlo e o grupo AVC em ambos os géneros. 
Verificamos que no grupo controlo, a frequência de mulheres que apresenta 
comprimentos longos de telómeros é de 0,82 e comprimentos curtos é de 0,18. No que 
diz respeito ao grupo de AVC a frequência de mulheres com comprimentos longos é 
de 0,24 e comprimentos curtos é de 0,76. Por sua vez, a frequência de homens do 
grupo controlo que apresentam comprimentos longos de telómeros é de 0,08 e 
comprimentos curtos é de 0,92. No grupo de AVC a frequência de homens com 
comprimentos longos é de 0,35 e comprimentos curtos é de 0,65 (Tabela 3). 
Observou-se que as mulheres que têm telómeros mais curtos apresentam um risco 
aumentado para o desenvolvimento de AVC, comparativamente às que têm telómeros 
mais longos (OR= 14,8; IC 95%: 5,29 - 41,26; P < 0,001). Contrariamente, homens com 
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telómeros mais curtos apresentam um risco reduzido relativamente aos que têm 
telómeros mais longos (OR= 0,16; IC 95%: 0,05 - 0,49; P < 0,001) (Tabela 3). 
 
Tabela 3- Distribuição das frequências de telómeros no grupo controlo e no grupo de AVC de 
acordo com o seu comprimento e análise de OR. 
OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo confiança a 95%; P: teste X2 
 
Relativamente aos hábitos tabágicos não verificamos diferenças estatisticamente 
significativas nas mulheres do grupo AVC (fumadoras versus não-fumadoras, P = 
0,735) (Figura 13). 
Figura 13 - Comprimento dos telómeros no grupo AVC segundo a variável hábitos tabágicos, 
no género feminino (média ± desvio padrão). 
  Grupo 
Controlo 
n 
(frequência) 
Grupo  
AVC 
n 
(frequência) 
 
OR 
 
IC 95% 
 
P 
 
Mulheres 
Comprimento 
longo 
32 (0,82) 13 (0,24) 1,00 
 
Referência 
 
 
 
Comprimento 
curto 
7 (0,18) 42 (0,76) 14,80 5,29 – 41,26 <0,001 
 
Homens 
Comprimento 
longo 
4 (0,08) 24 (0,35) 1,00 Referência  
Comprimento 
curto 
48 (0,92) 45 (0,65) 0,16 0,05 – 0,49 <0,001 
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Relativamente aos hábitos tabágicos não verificamos diferenças estatisticamente 
significativas nos homens do grupo AVC (fumadores versus não-fumadores, P = 0,746; 
fumadores versus ex-fumadores, P = 0,950) (Figura 14). 
Figura 14 - Comprimento dos telómeros no grupo AVC segundo a variável hábitos tabágicos, 
no género masculino (média ± desvio padrão). 
 
Relativamente ao IMC, verifica-se que 35,8% do Grupo AVC apresenta um IMC 
saudável e 64,2% dos indivíduos apresenta IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau I e 
II. Nos indivíduos do grupo controlo 31,9% apresenta um IMC saudável e 68,1% 
apresenta IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau I e II.
  
 
  
   
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSSÃO
      
 
 
 Discussão 
  
   
 
 
Marcadores Moleculares de Envelhecimento: O Comprimento dos Telómeros em Doenças 
Associadas à Idade  
71 
 
 
5. DISCUSSÃO 
 
O envelhecimento da população humana é um processo complexo que ocorre 
gradualmente, diferindo de indivíduo para indivíduo. O indicador mais comum na 
avaliação do processo de envelhecimento é a idade cronológica, na qual por cada ano 
de vida dos indivíduos, se acrescenta um ano à sua idade. O estabelecimento da idade 
dos indivíduos é fundamental na área da Medicina Legal e Ciências Forenses, uma vez 
que contribui para o processo de identificação dos indivíduos. As técnicas 
convencionais de estimativa de idade que se realizam mais frequentemente dependem 
da análise das características morfológicas dos dentes ou de características 
esqueléticas de indivíduos vivos ou mortos e apresentam uma elevada taxa de erro 
associado (17). Porém, esta informação pode não ser suficiente nas várias áreas da 
Medicina Legal. Sendo assim, a determinação da idade biológica pode ser um 
complemento útil à idade cronológica, já que indivíduos com a mesma idade podem 
apresentar diferentes níveis de disfunções e vulnerabilidades à medida que vão 
envelhecendo e por isso, apresentar idades biológicas diferentes (11) (25).  
O envelhecimento biológico é um processo complexo, no qual intervêm vários 
mecanismos e moléculas. Uma das principais estruturas biológicas envolvidas neste 
processo são os telómeros. Ao seu encurtamento contínuo durante a divisão celular é 
atribuída grande responsabilidade no processo de envelhecimento biológico. Assim, o 
comprimento dos telómeros está estreitamente ligado com mecanismos fisiológicos, 
genéticos e externos, dos quais são exemplo, o stress oxidativo, processos 
inflamatórios, senescência celular, o género, o stress e o fumo do tabaco, bem como 
determinadas doenças crónicas, de que são exemplo o cancro e as doenças 
cardiovasculares, duas das doenças responsáveis pelos maiores índices de 
mortalidade mundiais (7) (24) (32) (47) (68). 
Deste modo, a caracterização do comprimento dos telómeros em diversas 
populações, saudáveis ou com determinadas patologias, de diversas idades é 
extremamente útil para poder avaliar o seu papel como possível biomarcador de idade 
biológica. 
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Assim, no presente estudo analisou-se o comprimento dos telómeros de indivíduos 
saudáveis, indivíduos diagnosticados com CaP ou com AVC, de forma a complementar 
a informação já existente da associação do tamanho dos telómeros com a idade 
biológica. 
Neste estudo o comprimento dos telómeros foi determinado pelo método de qPCR 
a partir de amostras de sangue periférico. Apesar da pureza e da quantidade de DNA 
das amostras ser relativamente baixa verificámos que a percentagem de deteção 
média foi de aproximadamente 100%. Estes resultados apontam para uma elevada 
sensibilidade do método de qPCR na determinação do tamanho dos telómeros, apesar 
da dificuldade esperada já que estes se localizam nas regiões terminais dos 
cromossomas. Assim, este é um método que apresenta bons resultados mesmo em 
amostras antigas e com baixa qualidade de DNA, o que pode ser favorável para 
aplicação nas ciências forenses, uma vez que as amostras em locais de crime se 
encontram por vezes bastante degradadas, podendo também apresentar inibidores das 
reações de PCR. Para além disso, o facto de ser necessária pouca quantidade de DNA 
é vantajoso pois a recolha de evidências em locais de crime restringe-se na maioria 
das vezes a pequenas amostras de fluidos biológicos e com este método não seria 
necessário recolher uma nova amostra.  
A associação entre a idade cronológica do grupo controlo e o comprimento dos seus 
telómeros não revelou diferenças estatisticamente significativas, o que nos leva a 
pressupor que o comprimento dos telómeros não é um bom preditor da idade 
cronológica dos indivíduos. Estes resultados estão de acordo com o descrito num artigo 
de revisão de Blackburn e colaboradores, que refere que a idade cronológica é 
responsável por menos de 10% da variação do comprimento dos telómeros humanos 
(28) e com as conclusões do estudo de Hewakapuge e colaboradores, que atribui as 
variações do comprimento dos telómeros à presença de elevadas diferenças 
interindividuais na população, tais como diferenças de comprimento dos telómeros ao 
nascimento, diferenças de perdas teloméricas entre homens e mulheres, perdas não 
lineares nos diferentes estadios da vida, fatores genéticos e estilo de vida dos 
indivíduos (73). Portanto, a medição do comprimento dos telómeros, por si só, não é 
suficiente para prever a idade cronológica de um indivíduo. 
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No que concerne ao género, neste estudo, os indivíduos do género feminino 
apresentavam um comprimento de telómeros significativamente superior ao dos 
indivíduos do género masculino. Esta observação é corroborada pelos estudos de 
Dalgård, Lapham, Hewakapuge e colaboradores que também relataram estas 
diferenças. De facto, estes estudos referem que o maior comprimento dos telómeros 
no género feminino pode ser explicado pela estimulação do promotor da subunidade 
catalítica da enzima telomerase hTERT pelo estrogénio, que dessa forma atenua a taxa 
de encurtamento dos telómeros. As mulheres têm um nível mais elevado de estrogénio 
em comparação com os homens e portanto, a regulação da enzima telomerase é 
diferente entre os dois sexos (73) (74) (75). 
Relativamente aos fatores de estilo de vida que influenciam o comprimento dos 
telómeros, um dos que apresenta maior relevância é o consumo tabágico, pois a 
exposição às substâncias químicas nocivas dos cigarros pode induzir stress oxidativo 
e inflamação que, por sua vez causa danos irreparáveis no DNA telomérico (76). No 
presente estudo, indivíduos fumadores com idade inferior a 36 anos apresentavam um 
comprimento telomérico significativamente menor quando comparados com os 
indivíduos da mesma idade e não fumadores. Porém, não observámos diferenças 
estatisticamente significativas quando comparados os comprimentos dos telómeros 
nos indivíduos ex-fumadores com os não fumadores, nem entre fumadores, não 
fumadores e ex-fumadores com mais de 36 anos. Resultados provenientes de uma 
meta-análise que avaliou as evidências que associam o tabagismo ao comprimento 
telomérico concluíram que o comprimento dos telómeros é mais curto entre os 
indivíduos fumadores, em comparação com aqueles que não são fumadores (46). Um 
estudo realizado por Valdes e colaboradores indica que o DNA telomérico é perdido a 
uma taxa média de 25,7 a 27,7 pares de bases por ano e com o consumo diário de um 
maço de cigarros, há uma perda adicional de 5 pares de bases. Portanto, o desgaste 
nos telómeros causado pelo consumo de um maço de cigarros por dia durante um 
período de 40 anos pode ser equivalente a 7,4 anos de vida perdidos (77). É de realçar 
que existem diferenças consideráveis entre os IMC’s dos indivíduos em estudo com 
mais de 36 anos e com menos de 36 anos, sendo que a população mais velha 
apresenta, quase na totalidade IMC acima do saudável. O sobrepeso e obesidade 
neste grupo poderá explicar o porquê de, no nosso estudo, as diferenças no 
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comprimento dos telómeros de fumadores, ex-fumadores e não-fumadores não serem 
significativas, já que este comprimento pode estar a ser influenciado pelo IMC. 
De facto, a relação entre a obesidade e o encurtamento dos telómeros tem sido 
estudada ao longo dos anos. Shammas, Mundstock e colaboradores destacam o 
aumento do stress oxidativo, de espécies reativas de oxigénio, dos processos 
inflamatórios relacionados com a obesidade e a desregulação na produção de 
adipocitocinas como principais fatores que podem explicar a associação entre a 
obesidade e o encurtamento dos telómeros (78) (79). Para além disso, a hipótese que 
podemos colocar é que nos indivíduos jovens os efeitos do tabaco têm consequências 
nefastas diretas que podem ser observadas pela diminuição do comprimento dos 
telómeros. No entanto, em indivíduos mais velhos as células já se encontram 
comprometidas devido à ação de fatores de risco a que foram sujeitas com o passar 
dos anos. Assim sendo, os telómeros mantêm um comprimento curto ou longo 
consoante os efeitos de risco a que foram sujeitos nesse período de tempo. Há 
efetivamente estudos que apoiam esta hipótese sugerindo que a influência na dinâmica 
de encurtamento dos telómeros é superior em idades mais jovens. Consequentemente, 
a maioria dos indivíduos que chega à idade adulta com telómeros curtos ou longos, 
mantém essa tendência ao longo da vida (80) (81). 
Quando fomos observar o comprimento dos telómeros dos indivíduos do género 
masculino diagnosticados com CaP, verificamos que estes apresentavam um 
comprimento inferior comparativamente aos indivíduos do grupo controlo, o que vai ao 
encontro dos resultados dos estudos de Hou, Shay, Wentzensen, Graham e 
colaboradores (45) (71) (82) (83). Cumulativamente, os indivíduos com telómeros mais 
curtos apresentavam um risco superior para o desenvolvimento de CaP 
comparativamente aos indivíduos que têm telómeros mais longos. Esta observação foi 
também verificada nos estudos de Heaphy, Hou e colaboradores, que concluíram que 
homens com menores comprimentos de telómeros estavam positivamente associados 
a um maior risco de desenvolver CaP e destes apresentarem um pior prognóstico (82) 
(84). 
O encurtamento dos telómeros é um dos processos moleculares que podem gerar 
instabilidade genómica e dar início à tumorigénese da próstata (82). Também a 
inflamação é um componente importante na iniciação e progressão dos vários tipos de 
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cancro, incluindo no CaP. A associação entre o encurtamento dos telómeros e o CaP 
pode ser explicada, em parte, pela sensibilidade dos telómeros a danos causados por 
stress oxidativo cumulativo e inflamação crónica do tecido prostático, que pode ser 
desencadeada por exemplo por agentes infeciosos, fatores dietéticos e irritação física 
e química do refluxo urinário (71). 
Relativamente ao grupo AVC, observaram-se comprimentos inferiores dos 
telómeros nas mulheres com diagnóstico de AVC relativamente às mulheres saudáveis. 
Consequentemente as mulheres com telómeros mais curtos apresentavam um risco 
significativamente superior de desenvolverem AVC. Um estudo recente de Luo 
efetuado na população chinesa e um estudo de Fyhrquist e colaboradores elaborado 
na população finlandesa corroboram estas observações mostrando que o comprimento 
curto dos telómeros está associado a um risco elevado de AVC isquémico em mulheres 
integradas em grupos de alto risco (51) (62). Os fatores de risco mais relevantes para 
o desenvolvimento de AVC’s nas mulheres são o aumento da idade e a diminuição 
hormonal de estrogénio, existindo por isso uma maior incidência de AVC’s em mulheres 
pós-menopáusicas, comparativamente a mulheres pré-menopáusicas. Sendo assim, 
um início precoce da menopausa e a consequente redução de exposição ao estrogénio 
estão associados a um menor comprimento dos telómeros nas mulheres pós-
menopáusicas (74) (85) (86). Nas mulheres pré-menopáusicas a presença do 
estrogénio tem um efeito estimulador na enzima telomerase e há evidências de que 
esta hormona apresenta propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatórias, revelando 
um potencial preventivo no desenvolvimento de AVC (87). Considerando que as 
mulheres do nosso grupo controlo apresentam uma média de idades de 
aproximadamente 40 anos e as do grupo de AVC aproximadamente 70 anos, as últimas 
terão níveis consideravelmente mais baixos de estrogénio, o que levará a um menor 
estímulo da telomerase e por isso a telómeros mais curtos. 
Contrariamente, nos indivíduos do género masculino verificou-se uma inversão dos 
resultados quando comparámos os indivíduos saudáveis com os indivíduos 
diagnosticados com AVC. Também nos estudos de Epel e de Luo e colaboradores se 
verificaram aumentos no comprimento dos telómeros de indivíduos do género 
masculino em patologias cardiovasculares comparativamente aos grupos controlo 
constituídos por indivíduos saudáveis (62) (88). Há evidências de que genes no 
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cromossoma Y estejam parcialmente envolvidos no aumento da pressão arterial 
observada nos homens, fator de risco para o desenvolvimento de AVC (86). Além disso, 
nos indivíduos do sexo masculino, a telomerase é induzida pela presença da 
testosterona, o androgénio masculino. Deste modo, níveis aumentados de testosterona 
estão associados a um aumento do comprimento dos telómeros (50). No entanto, a 
testosterona é responsável por induzir calcificação vascular. Este processo patológico 
envolve a deposição de cristais de hidroxiapatite em tecidos cardiovasculares, o que 
pode conduzir ao desenvolvimento de aterosclerose e consequentemente ao aumento 
do risco de AVC (89). Elevados níveis de testosterona e, por consequência, 
comprimentos de telómeros mais longos podem afetar a estabilidade da placa 
aterosclerótica, a formação de coágulos, processos inflamatórios ou outros 
mecanismos não relacionados com a idade que podem tornar alguns homens 
suscetíveis a eventos precoces de AVC (90). De acordo com os resultados observados 
no grupo de indivíduos com AVC salienta-se a influência de variáveis como o género e 
níveis hormonais no comprimento dos telómeros mesmo na presença de uma patologia 
de base, tornando-se necessária a contextualização da população em geral para a 
utilização deste biomarcador. 
Os resultados do presente estudo demonstram a importância do estudo dos 
telómeros como biomarcadores de envelhecimento, que permitem identificar indivíduos 
cuja idade biológica diverge da idade cronológica estabelecida pelo passar dos anos 
devido a variações de género, de hábitos tabágicos, do seu estilo de vida e/ou de 
patologias prévias.  
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6. CONCLUSÃO E PERSPETIVAS FUTURAS 
 
No contexto da Medicina Legal, estabelecer a idade de pessoas desconhecidas, ou 
de pessoas com idade desconhecida, pode fornecer pistas importantes em 
investigações criminais, na identificação de vítimas de desastres, em casos de fraude 
ou noutros assuntos jurídicos. Para além das limitações já conhecidas dos métodos 
convencionais de determinação de idade baseados em características morfológicas 
dos indivíduos, existem inúmeras situações em que é necessária a identificação da 
idade biológica de um indivíduo em detrimento da idade cronológica.  
Um dos biomarcadores mais importantes no estudo das variações moleculares que 
ocorrem à medida que o indivíduo vai envelhecendo, e por isso um potencial 
biomarcador de idade biológica, é o comprimento dos telómeros, pois estas estruturas 
encontram-se na extremidade de todos os cromossomas e encurtam à medida que os 
indivíduos envelhecem.  
Neste estudo foi determinado o comprimento dos telómeros de indivíduos 
saudáveis, com diagnóstico de CaP ou de AVC. 
Os resultados do presente estudo mostraram que o método de qPCR para a 
determinação do comprimento telomérico apresenta inúmeras vantagens, pois requer 
pouca quantidade e qualidade de amostra de DNA inicial e a técnica laboratorial é 
simples e rápida, comparativamente aos outros métodos disponíveis, reduzindo assim 
a possibilidade de contaminações e erros. Deste modo, este método poderia ser 
utilizado em amostras em contexto forense, mesmo que estas apresentem algum 
estado de degradação. 
A presença de variações interindividuais, como o género, os hábitos tabágicos ou 
o índice de massa corporal influenciam o comprimento dos telómeros e impedem a 
previsão de uma idade cronológica com precisão, pelo que o estudo do comprimento 
telomérico não se apresenta como uma alternativa aos métodos tradicionais do 
estabelecimento da idade cronológica dos indivíduos utilizados na medicina legal, mas 
permite a melhor caracterização de uma idade biológica, mesmo em ausência de 
patologias. 
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A variação do comprimento dos telómeros em indivíduos com patologias como CaP 
ou AVC em relação aos indivíduos saudáveis, reforçam esta caracterização como 
biomarcador de idade biológica. Para além disso, em ambas as patologias o 
comprimento dos telómeros poderá ser útil para identificar indivíduos em risco de 
desenvolver CaP ou AVC. 
Dada a sua potencialidade como marcador de idade biológica, o comprimento dos 
telómeros tem bastantes aplicações em Medicina Legal. Uma delas é, por exemplo, a 
avaliação do impacto de fatores externos na vida dos indivíduos. Estudos demonstram 
que o encurtamento dos telómeros pode ser acelerado pela exposição a fatores de 
stress agudo ou crónico no ambiente social dos indivíduos, como por exemplo pelo 
facto de serem vítimas de maus tratos na infância, assim como sofrerem de bullying, 
discriminação racial ou violência doméstica. Existe também uma forte associação entre 
a persistência de distúrbios psiquiátricos, como depressões prolongadas, distúrbios de 
ansiedade generalizados ou distúrbios de stress pós-traumático, que conduzem a um 
envelhecimento precoce e a uma prematura mortalidade (91) (92) (93). 
O estudo dos telómeros poderia também ser aplicado em casos de avaliação do 
estado de saúde dos indivíduos para atribuição de apólices de seguros de vida, em 
casos de avaliação do grau de invalidez em juntas médicas para atribuições de 
reformas precoces e ainda possibilitar o estabelecimento causal entre o efeito de um 
fator de risco e o desenvolvimento de doenças profissionais. 
Uma outra aplicação vantajosa com o estabelecimento da idade biológica dos 
indivíduos é a distinção entre gémeos homozigóticos. Estes indivíduos apesar de 
possuírem o mesmo material genético, apresentam diferentes suscetibilidades 
relacionadas com fatores do seu estilo de vida, que lhes irão conferir diferenças na sua 
idade biológica. 
Este estudo apresenta ainda algumas limitações. A ausência de diferenças 
significativas no comprimento dos telómeros em indivíduos saudáveis fumadores, ex-
fumadores e não fumadores, quando estes apresentam idade superior ou igual a 36 
anos parece dever-se ao IMC não saudável predominante nestes grupos. No entanto, 
para comprovar essa hipótese, seria necessário estratificar os três grupos de acordo 
com os seus IMC’s. Neste estudo isso não foi possível já que os grupos não 
apresentavam tamanho suficiente para realizar a análise estatística apropriada. Assim, 
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no futuro, era importante alargar a amostra de indivíduos saudáveis e realizar a 
estratificação dos grupos, para comprovar a influência do IMC e dos hábitos tabágicos 
no comprimento dos telómeros. Adicionalmente, seria importante o alargamento do 
número de indivíduos de todos os grupos para consolidar os resultados obtidos. 
Para além disso, nos AVC’s as diferenças observadas nos comprimentos de 
telómeros em mulheres e homens diagnosticados com AVC em relação aos indivíduos 
controlo parecem ser resultantes dos efeitos das hormonas sexuais mais 
predominantes em cada género. Em estudos futuros seria necessário um estudo mais 
pormenorizado dos níveis de estrogénio e testosterona, de modo a esclarecer qual o 
efeito destas hormonas na variação do comprimento dos telómeros nas diversas faixas 
etárias. 
Por fim, seria interessante no contexto da medicina legal futuramente a aplicação 
do estudo do comprimento dos telómeros em vítimas de maus tratos, de bullying, de 
discriminação racial ou de violência doméstica, de modo a avaliar o envelhecimento 
biológico a que estes indivíduos estão sujeitos devido às adversidades que sofrem no 
seu dia-a-dia.  
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